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(57) Abstract: The invention concerns an enzymatic method for making oenological tannins starting with lumps of wood and an 
enzymatic method for transforming tannins into tannins for wine-making purposes. The inventive method comprises a step which 
consists in contacting the lumps of wood or tannins with an aqueous solution comprising a composition containing enzymes of the 
cellulase class. The invention also concerns an enzymatic composition mainly consisting of enzyme of the cellulase class for making 
oenological tannins, comprising an endocellulase activity, a xylanase activity a fj-mannanase and/or ct-amylase activity. 

(57) Abreg£ : L'invention a pour objet un precede enzymatique de fabrication de tanins nologiques au depart de bois en morceaux 
ainsi qu' un precede enzymatique de transformation des tanins en tanins 6 usage nologique. Les precedes selon l'invention component 
une etape de mise en contact du bois en morceaux ou des tanins avec un bain aqueux comportant une composition comportant des 
enzymes de la classe des cellulases. L'invention a egalement pour objet une composition enzymatique comprenant principalement 
des enzymes de la classe des cellulases, pour la fabrication de tanins oenologiques, comprenant une activite endocellulase, une acti- 
vity xylanase, une activite fi-mannanase et/ou une activite a-amylase. 
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PROCEDES DE FABRICATION DE TANINS OENOLOGIQUES ET 
COMPOSITION ENZYMATIQUE. 

La presente invention concerne un procede enzymatique 
5 de fabrication de tanins' oenologiques au depart de bois en 
morceaux, un procede enzymatique de transformation de tanins 
en tanins a usage oenologique, ainsi qu'une composition 
enzymatique pour la fabrication de tanins oenologiques. 

Selon le Codex oenologique international, le tanin 
10 oenologique est retire soit de la noix de galle, soit d'un 
bois riche en tanin (chataignier, chene) , soit des pepins de 
raisin, etc. Le tanin est compose d'un melange de 
glucosides, d' acide ellagique, d' acide gallique, de 
catechol, etc. 

15 ETAT DE LA TECHNIQUE 

Les methodes de preparation de tanins ont par le passe 
essentiellement ete basees sur des procedes d' extraction a 
partir de produits vegetaux. 

Ainsi, US 4,490,405 utilise un melange hydro-alcoolique 
20 a proportions variables pour extraire des tanins du houblon. 
Apres recuperation des tanins, l'ethanol est recycle. 

D'autres procedes comme EP 0 444 163 ou WO 99/49129 
utilisent de l'eau a differentes temperatures entre 60 et 
100° C pour traiter l'ecorce d'arbre ou les particules de 
25 bois en vue de 1* extraction. II est a noter que l'ecorce 
d'arbre ne peut fournir de tanins oenologiques. 

Dans WO 99/21634, la temperature utilisee est encore 
plus elevee (115° C) puisqu'on devoile 1 'utilisation de 
vapeur d'eau sous pression (0,3 MPa) . 
30 Ces procedes, dont la mise en oeuvre reste complexe, ne 

permettent pas d'obtenir des rendements tres eleves. 
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DESCRIPTION DE L' INVENTION 

La presente invention a pour but de fournir un procede 
d' extraction et de transformation des tanins par voie 
5 enzymatique, afin d' augmenter les rendements d' extraction, 
et de transformer enzymatiquement certaines molecules ayant 
des caracteres astringents ou amers en des molecules 
gustativement plus acceptables. 

L' invention a pour objet un procede d" extraction de 

10 tanins oenologiques a partir de bois en morceaux, de 
preference de la sciure, des copeaux de bois ou des melanges 
des deux, que l'on met en contact par immersion avec un 
bain, de preference aqueux ou hydro-alcoolique, qui comprend 
principalement une composition d' enzymes de la classe des 

15 hydrolases (classe 3 de l 1 union internationale de biochimie 
IUB) , choisies parmi les enzymes de type cellulase (sous- 
classe 3.2) . Ces enzymes sont egalement connues sous le nom 
de glucosidase. 

Les enzymes sont, de preference, choisies parmi les 

20 cellobiohydrolases, les endoglucanases, les p-glucosidases, 
les hemicellulases, les a-amylases, les xylanases, les 
P-mannanases, les endocellulases, etc., et les melanges de 
ces enzymes, sans perdre de vue que ces enzymes presentent 
souvent des activites secondaires a cote de leur activite 

25 principale. 

La composition enzymatique utilisee peut comprendre des 
enzymes de type exocellulaire ou endocellulaire . 

Les enzymes peuvent etre d'origine bacterienne, 
fongique ou de toute autre origine possible. 

30 La composition enzymatique utilisee peut, en outre 

comprendre des enzymes de type lipase (sous-classe 3.1), et 
les melanges de ces enzymes. 
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Une alternative a ce procede consiste a solubiliser des 
tanins obtenus par une methode classique d' extraction et de 
les traiter en phase aqueuse ou hydro-alcoolique avec la 

5 composition enzymatique decrite ci-dessus. Un autre objet de 
1* invention est done un procede de transformation 
enzymatique de tanins obtenus de maniere classique. 

L' invention a egalement pour objet une composition 
enzymatique comprenant principalement des enzymes de la 

10 classe des cellulases, presentant au moins une activite 
choisie parmi les activites endocellulase comprises entre 
10. 10 6 et 1.10 9 ECU (de preference entre 30. 10 6 et 0,3.10 9 
ECU), les activites xylanase comprises entre 6.10 6 et 0,6.10 9 
BXU (de preference entre 20. 10 6 et 0,2.10 9 BXU) , les 

15 activites p-mannanase comprises entre 4.10 6 et 0,4.10 9 MNU 
(de preference entre 10. 10 6 et 0,1. 10 9 MNU) et les activites 
ct-amylase comprises entre 10. 10 6 et 1.10 9 ccTU (de preference 
entre 30. 10 6 et 0,3.10 9 aTU) . Toutes ces activites sont 
exprimees par tonne de bois a traiter. L' invention a 

20 egalement pour objet les procedes d' extraction ou de 
transformation de tanins utilisant une composition d 1 enzymes 
telle que decrite ci-dessus. 

II s'est avere que les procedes suivant 1' invention 
permettent une hydrolyse des ellagitanins solubles, 

25 naturellement presents dans le bois, ainsi que d'une partie 
des ellagitanins lies aux polysaccharides parietaux, et de 
di verses molecules aromatiques telles l'acide digallique ou 
les coumarines heterosidiques . 

Les procedes suivant 1' invention permettent done 

30 d' am^liorer 1' impression gustative des extraits de bois en 
eliminant une partie significative des composes indesirables 
(comme certains composes phenoliques) et en hydrolysant des 
formes jugees ameres ou astringentes . 
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En fonction de 1' utilisation de cellulases neutres ou 
acides, le pH est ajuste entre 3 et 8, de preference entre 4 
et 7. La temperature du bain est maintenue constante entre 

5 20 et 90° C, de preference entre 40 et 60° C. Le traitement 
par immersion peut durer de 5 minutes a 2 semaines, de 
preference entre 1 heure et 24 heures, en fonction du 
support choisi, du volume a traiter, du volume du bain, de 
la temperature et du pH. 

10 Apres ce traitement par immersion, le bain est filtre 

et le liquide est evapore, de preference lyophilise. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L' INVENTION 

MATERIEL ET METHODE 

15 1. Origine des echantillons de bois 

Les echantillons sont obtenus a partir de bois de coeur 
duraminise. Les echantillons a traiter (noix de galle, 
chene, chataignier, etc.) selon 1* invention sont simplement 
seches au sechoir (1 mois, 40° C, avec ventilation) . Les 

20 differents echantillons pris au hasard sont rabotes puis 
reduits en sciure par broyage dans 1' azote liquide, avant 
d'etre tamises pour ne conserver que les particules de 
dimension inferieure a 250 urn. Les echantillons sont 
conserves apres lyophilisation pour etre analyses dans un 

25 delai de 2 mois. 

2. Realisation des extraits et controle de leur composition 
1 g de sciure (250 urn) est soumis a extraction par 100 

ml de solvant (acetone/eau 7:3 en volume) pendant 12 h a 

temperature ambiante sur table d' agitation; l'extrait obtenu 
30 est ensuite filtre sur membrane, lyophilise et pese. 

100 ug d'extrait lyophilise sont utilises pour 

1 ' identification des ellagitanins majoritaires par un 

spectrometre de masse LSIMS. 
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1 mg de l'extrait est repris par du methanol/eau (6:4) 
pour etre analysee par HPLC couplee a un detecteur UV et a 
un spectrometre de masse LSIMS, selon le dispositif mis au 
point par Vivas et al . (1995). La methode de separation 
5 HPLC est decrite dans le paragraphe suivant. 

3. Dosage des composes phenoliques 

3.1. Coumarines 

Les coumarines sont quantitativement extraites a 
1' ether diethylique a partir de 20 ml d'un extrait de bois. 

10 La phase organique est evaporee a sec et le residu repris 
par du methanol. L' analyse HPLC est realisee par un Varian 
5060 couple avec un detecteur spectrof luorimetre (Kontron 
SFM23/B) et colonne Ultrasphere ODS. Les coumarines pures 
ont ete fournies par Extrasynthese (aesculine, aesculetine, 

15 scopoletine, ombellif erone, methyl-ombellif erone) et Sigma 
(sporalen) . On observe les coumarines en fluorescence 
(excitation 425 nm et emission 325 nm) . 

3.2. Ellagitanins 

3.2.1. Produits de reference 
20 La vescalagine et la castalagine sont isolees et 

purifiees a partir du duramen de Q. robur, dans les 
conditions decrites par Vivas et al. (1995). Les 
differentes roburines (A-E) et la grandinine proviennent de 
Scalbert (INA/INRA Thierval-Grignon) . 

25 3.2.2. Separation et dosage des ellagitanins par HPLC 

La technique chromatographique de separation et de 
dosage des ellagitanins est conforme a la methode mise au 
point par Scalbert et al. (1990) . Les extraits de bois sont 
analyses par HPLC sur colonne Ultrasphere ODS. La detection 

30 est conduit e a X-280 nm. 
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3.2.3. Dosage des ellagitanins totaux 

Estimation du taux de composes phenoliques totaux 

L' estimation de la richesse des extraits de bois en 
composes phenoliques totaux est realisee soit par la methode 
5 utilisant le reactif de Folin-Ciocalteu, soit par la mesure 
de l'absorbance a 280 nm des extraits dilues au 1/100 (Vivas 
et al., 1993). Ces deux methodes donnent des resultats 
comparables mais non specif iques des ellagitanins. 
Reaction d'oxydation a l'acide nitreux 

10 Dans cette methode proposee par Bate-Smith (1972) , les 

esters de l'acide hexahydroxyphenique et du glucose sont 
oxydes par l'acide nitreux sous azote. La reaction conduit 
a une coloration bleue que l'on mesure a 600 nm. Les 
resultats sont estimes en mg/g d' equivalent castalagine 

15 (e 6 oonm : 983 g" 1 ) . 

Degradation acide 

La methode proposee est adaptee de celle mise au point 
par Peng et al. (1991). Elle est basee sur l'hydrolyse 
acide des ellagitanins, suivi d'un dosage par HPLC de 
20 l'acide ellagique libere. Les resultats sont exprimes en 
mg/g d' equivalent castalagine, en considerant qu'une mole de 
castalagine donne dans ces conditions une mole d' acide 
ellagique (Peng et al., 1991). 

4. Extraction et dosage des polysaccharides 

25 4.1. Etude de la fraction polysaccharide des echantillons 
temoins et traites 

4.1.1. Extraction des polysaccharides 

139 g de sciure seche sont mis a macerer 72 h dans de 
l'eau, sur table d' agitation a temperature ambiante. La 
30 solution est ensuite filtree puis centrifugee. L'extrait 
est alors concentre jusqu'a 500 ml. 
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4.1.2. Isolement des polysaccharides 

Les extraits subissent 3 precipitations (une a 1:9 
d' eau/ethanol a 95 % vol., deux a 1:5 du meme melange). La 
precipitation est conduite a 3° C pendant 12 h. Ensuite les 
5 fractions sont lyophilisees . 

4.1.3. Caracterisation partielle 

Le precipite presente un aspect floconneux de couleur 
tres pale, legerement gris, qui est probablement un complexe 
avec les ellagitanins dont il est difficile d'isoler la 
10 fraction polysaccharidique . 

4.1.4. Dosage par methode chimique 

Dosage des polysaccharides neutres (Pn) 

Les polysaccharides neutres sont doses par la methode 
au phenol sulfurique. La densite optique est lue a 490 nm et 
15 les resultats sont exprimes en mg/1 d 1 equivalent glucose. 

Dosage des polysaccharides acides (Pa) 

Les polysaccharides acides sont doses par la methode au 
metaphenylphenol . La densite optique est mesuree a 520 nm 
et les resultats sont exprimes en mg/1 d' equivalent acide 
20 galacturonique . 

4.2. Extraction et dosage des polysaccharides du bois 

1 g de copeaux est mis a macerer 24 h dans l'eau a 20° 
C sur table d' agitation. La solution est collectee par 
filtration et centrifugee. La sciure recuperee est alors 

25 sechee et mise a macerer une nouvelle fois dans une solution 
de soude a 5 % dans les memes conditions. La solution 
alcaline est egalement collectee par filtration et 
centrifugee. Puis les deux categories d'extrait (eau et 
soude) sont supplementees en ethanol a 95 % a raison 1:5 en 

30 volume. Les polysaccharides sont alors collectes par 
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centrifugation et repris par de l'eau distillee a 60° C. Le 
dosage des Pn est realise au phenol sulfurique et les Pa au 
metaphenylphenol . Les solutions de reference sont 
respectivement une solution aqueuse a 100 mg/1 de glucose et 
5 50 mg/1 d'acide galacturonique pour Pn et Pa. 

EXEMPLES 
Exemple 1 

Dans une cuve contenant 1.000 kg de sciure de chine, on 

10 ajoute 5.000 1 d' eau et 5 kg de composition enzymatique 
presentant une activite d' endocellulase de 0,1. 10 9 ECU, de 
xylanase de 0,18.10 9 BXU, de p-mannanase de 36. 10 6 MNU et 
d'a-amylase de 0,21.10 9 aTU. On ajuste le pH a 5,0 avec de 
l'acide citrique et on eleve la temperature a 60° C. Apres 

15 un traitement de 24 h, la cuve est videe et le liquide est 
filtre puis lyophilise. 

Apres ce traitement, les principaux groupes de composes 
ont ete fractionnes et les differentes fractions ont ete 
comparees par rapport a un temoin non traite. 

20 Pour realiser ce f ractionnement, l'extrait du bois de 

chene est evapore a sec. L'extrait sec obtenu est repris 
par un volume d'eau, sous agitation pendant 2 heures a 
30° C. La fraction insoluble obtenue comporte les lignines. 
La fraction soluble est a nouveau evaporee a sec. L'extrait 

25 sec obtenu est alors repris par un volume d'un melange 
ethanol/eau (9:1 en volume) et conserve 12 h a 4° C. La 
fraction insoluble obtenue comporte les polysaccharides. La 
fraction soluble quant a elle comporte les ellagitanins . 
Dans la sciure traitee, l'extrait sec est de 4,2 % en poids 

30 par rapport au bois, contre 12,3 % en poids pour le temoin 
de bois non traite. Les pourcentages en poids de chacune 
des trois fractions par rapport a l'extrait sec sont repris 
dans le tableau I. 
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Tableau I 





Ellagitanins 


Polysaccharides 


Lignines 


Temoin 


60 % 


30 % 


10 % 


Traite suivant 
1 ' invention 


35 % 


50 % 


15 % 



Cet essai a permis de mettre en evidence une hydrolyse 
des ellagitanins, parallelement avec une augmentation 



5 relative de la teneur en polysaccharides, dans l'extrait 
sec. 

Ces differentes fractions ont ensuite ete soumises a 
des dosages plus precis, mettant en evidence une diminution 
des matieres seches extractibles, des ellagitanins, des 
10 proanthocyanidines, et des coumarines glucosylees (voir 
tableau II) . 



Tableau II 



Resultats en mg/g de 


Temoin 


Traite suivant 


sciure 




1' invention 


Extrait sec 


123 


42 


Ellagitanins 


54 


21 


Proanthocyanidines 


0, 62 


0, 12 


Coumarines : 






glucosylees (aesculine + 






scopoline) 


5,7 


1,4 


aglucones (aesculetine + 






scopoletine) 


1,3 


6, 8 



Une augmentation substantielle des polysaccharides a 
15 egalement ete constatee dans un autre essai ou le dosage a 
permis de distinguer entre les polysaccharides Pn et Pa 
(voir tableau III) . 
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Tableau III 





Polysaccharides solubles 
(mg/g de sciure) 


Neutres (Pn) 


Acides (Pa) 


Temoin 


370 


25 


Traite suivant 
1 ' invention 


625 


48 



Le traitement permet done d'eliminer certaines 



substances jugees indesirables de par leur caractere 
astringent (comme la castalagine) ou amer (coitime 

5 l'aesculine) et de les transformer en molecules 
gustativement neutres (comme l'acide gallique, l'acide 
ellagique et dans une moindre mesure 1' aesculetine) , ainsi 
que d'augmenter la teneur en polysaccharides (ce qui tendra 
a donner plus de rondeur et de gras au vin eleve en presence 

10 de cet extrait de bois) . 

Une serie de tests de degustation ont egalement ete 
realises (voir tableau IV) . Ceux-ci confirment les 
experiences precedentes dans le sens ou la quantite 
d' extrait de bois necessaire pour percevoir les caracteres 

15 amers ou astringents sont beaucoup plus elevees dans le cas 
de sciure traitee enzymatiquement selon 1' invention par 
rapport a la sciure non traitee. 



Tableau IV 



Comparaison des seuils gustatifs de perception en fonction 
du mode de traitement, indiquant le seuil de perception 
gustatif ( S 50 «)* en mg/1 de solution modele de vin 




Astringence 


Amertume 


Sciure non traitee 


130 


110 


Sciure traitee 
Selon 1' invention 


420 


350 



* S 50 % concentration a partir de laquelle une substance est 



20 percue par 50 % des degustateurs . 
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Exemple 2 

On remplace 1.000 kg de sciure de chene par 1.000 kg de 
sciure de chataignier dans 5 000 1 d'eau et on procede avec 
5 5 kg de la composition enzymatique decrite a 1' exemple 1. 

Des extraits de chataignier (riches en acide digallique 
issu de l'hydrolyse des gallotanins) de diverses provenances 
ont ete soumis (voir tableau V) a une hydrolyse enzymatique 
par la preparation enzymatique selon 1* invention. 
10 II en ressort une hydrolyse quasi totale de 1' acide 

digallique en acide gallique, ainsi qu'une forte diminution 
des coumarines glucosylees (les coumarines aglucones etant 
insipides) . 

Ces resultats revetent une grande importance car ils 
15 montrent la possibility de valoriser une essence peu 
employee a ce jour. Le chataignier presente en effet toutes 
les qualites requises en oenologie, mais est tres peu 
employe a cause de l'amertume importante qu'il presente. 

Le traitement enzymatique reduit tres fortement cette 
20 amertume et permet d'envisager une utilisation plus 
importante du chataignier, pour des usages particuliers ou 
le chene n'est pas approprie. Ainsi, pour l'elevage 
d'alcools blancs, le chataignier est tout indique parce que 
ne possedant pas d' ellagitanins, il modifiera peu le gout de 
25 fruit de l'alcool, et ne possedant pas de pigments, il ne 
colorera pas non plus l'alcool a traiter. 



30 
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Tableau V 



Valorisation du chataignier par 1 ' utilisation de la 
preparation enzymatique suivant 1' invention 


Resultats en mg/g de 
sciure 


Temoin 


Acide 
digallique 


Coumarines 
glucosylees 


Chataignier Dordogne 


10,2 


8,3 


Chataignier Dauphine 


9,3 


5,7 


Chataignier Gironde 


4, 6 


10, 2 




Traite suivant 1' invention 




Acide 
digallique 


Coumarines 
glucosylees 


Chataignier Dordogne 


< 0,1 


2,3 


Chataignier Dauphine 


0,4 


1,7 


Chataignier Gironde 


0, 8 


3, 5 
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REVENDICATIONS 



1. - Procede de fabrication de tanins oenologiques a 
5 partir de bois en morceaux, caracterise en ce qu'il comporte 

une etape de mise en contact du bois par immersion avec un 
bain comportant une composition enzymatique essentiellement 
de la classe des cellulases. 

2. - Procede suivant la revendication 1, caracterise en 
10 ce que la composition enzymatique comporte une ou plusieurs 

enzymes choisies parmi les cellobiohydrolases, les 
endoglucanases, les p-glucosidases, les hemicellulases, les 
ct-amylases, les xylanases, les p-mannanases, les 
endocellulases, et les melanges de ces enzymes. 

15 3.- Procede suivant l'une quelconque des revendications 

1 et 2, caracterise en ce que la composition enzymatique 
presente une ou plusieurs activites choisies parmi les 
activites endocellulase comprises entre 10. 10 6 et 1.10 9 ECU, 
de preference entre 30. 10 6 et 0,3.10 s ECU, par tonne de bois 

20 a traiter, les activites xylanase comprises entre 6.10 6 et 
0,6.10 9 BXU, de preference entre 20. 10 6 et 0,2.10 9 BXU, par 
tonne de bois a traiter, les activites p-mannanases 
comprises entre 4.10 6 et 0,4.10 9 MNU, de preference entre 
10. 10 6 et 0,1. 10 9 MNU, par tonne de bois a traiter et les 

25 activites a-amylases comprises entre 10. 10 6 et 1.10 9 aTU, de 
preference entre 30. 10 6 et 0,3.10 9 aTU par tonne de bois a 
traiter . 

4. - Procede suivant l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la mise en contact du 

30 bois avec le bain est effectuee par immersion durant une 
periode variant de 5 min a 2 semaines. 

5. - Procede suivant l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le pH du bain est compris 
entre 3 et 8. 
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6.- Procede suivant l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la temperature du bain 
est comprise entre 20 et 90° C. 
5 7.- Procede suivant l'une quelconque des revendications 

precedentes, caracterise en ce que le bois en morceaux est 
sous forme de sciure. 

8. - Procede suivant l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le bois en morceaux est 

10 sous forme de copeaux. 

9. - Procede de transformation de tanins obtenus par 
extraction par solvant, en tanins oenologiques, caracterise 
en ce qu'il comporte une mise en contact des tanins avec un 
bain comportant une composition enzymatique essentiellement 

15 de la classe des cellulases. 

10. - Procede suivant la revendication 9, caracterise en 
ce que la composition enzymatique comporte une ou plusieurs 
enzymes choisies parmi les cellobiohydrolases, les 
endoglucanases, les p-glucosidases, les hemicellulases, les 

20 a-amylases, les xylanases, les P-mannanases, les 
endocellulases, et les melanges de ces enzymes. 

11. - Composition enzymatique pour la fabrication de 
tanins oenologiques, comprenant principalement des enzymes 
de la classe des cellulases, presentant une ou plusieurs 

25 activites choisies parmi les activites endocellulase 
comprises entre 10. 10 6 et 1.10 9 ECU, de preference entre 
30. 10 6 et 0,3.10 9 ECU, par tonne de bois a traiter, les 
activites xylanase comprises entre 6.10 6 et 0,6.10 9 BXU, de 
preference entre 20. 10 6 et 0,2.10 9 BXU, par tonne de bois 

30 a traiter, les activites p-mannanases comprises entre 4.10 6 
et 0,4.10 9 MNU, de preference entre 10. 10 6 et 0,1. 10 9 MNU, 
par tonne de bois a traiter et les activites a-amylases 
comprises entre 10.10 6 et 1.10 9 aTU, de preference entre 
30. 10 6 et 0,3.10 9 aTU, par tonne de bois a traiter. 
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